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Krebs stellt eine der größten gesellschaftlichen Belastungen im 
Gesundheitssektor dar und war 2015, nach kardiovaskulären Erkrankungen die 
zweithäufigste Todesursache (Torre u. a., 2015; Wang u. a., 2016). Es erlagen 
über 8.6 Millionen Menschen verschiedenen Krebserkrankungen und die Zahl 
der Todesopfer ist in den Jahren von 2005 bis 2015 um 17% gestiegen (Wang 
u. a., 2016). Kolonkarzinome gehören mit rund 1.7 Millionen Fällen und 832.000 
Sterbefällen im Jahr 2015 zu den häufigsten Krebserkrankungen weltweit 
(Fitzmaurice u. a., 2017). In den USA werden für das Jahr 2019 51.690 
Neuerkrankungen bei Männern und 49.730 bei Frauen erwartet (Siegel u. a., 
2019). Weltweit, sowie in Deutschland ist es die dritthäufigste Krebserkrankung 
bei Männern und die zweithäufigste bei Frauen (Abbildung 1.1) (Robert-Koch-
Institut und E.V., 2017; Torre u. a., 2015), die höchste Inzidenz ist in Australien, 
Nordamerika und Europa zu finden (Torre u. a., 2015). Das Risiko in seinem 
Leben an Darmkrebs zu erkranken beträgt in den USA etwa 4-5% (Siegel u. a., 
2017) und wird durch Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes oder dem Genuss 
von viel rohem Fleisch mitbestimmt (Huxley u. a., 2009). Trotz eines Rückgangs 
der Mortalität von Kolonkarzinomen in einer großen Anzahl von  Ländern, 
welcher auf Screening, Reduzierung von Risikofaktoren und/ oder verbesserte 
Therapie zurückzuführen ist, steigt die Inzidenz in bestimmten Ländern, wie zum 
Beispiel in Westasien und Osteuropa (Torre u. a., 2015). Daher ist weitere 
wissenschaftliche Arbeit und Forschung unbedingt nötig, um neue 
Therapieansätze und Strategien zu entwickeln um damit letztlich Prognose und 




Abbildung 1.1 Häufigkeit von Darmkrebs. Prozentualer Anteil von Tumorlokalisationen an allen 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014. Abbildung von Robert-Koch-Institut und E.V., 2017. 
 
1.2. Genese von Kolonkarzinomen und deren Genetik   
 
In den letzten Jahrzehnten konnten die Genetik und Molekularbiologie von 
Kolonkarzinomen detailliert aufgeklärt werden (Raskov u. a., 2014).  Die 
Entstehung von Krebs und so auch von Kolonkarzinomen ist ein mehrstufiger, 
länger andauernder Prozess bei dem aus gesunden Gewebezellen Tumorzellen 
entstehen (Hanahan und Weinberg, 2011). Jeglicher Krebs wird von somatischen 
Mutationen verursacht die durch endogene Prozesse wie beispielsweise 
fehlerhafte DNA Reparatur oder exogene Faktoren wie Tabakkonsum entstehen 
können (Alexandrov u. a., 2013; Stratton u. a., 2009). Ein typischer Tumor 
beherbergt zwei bis acht durch solche Mutationen veränderte Gene, die sich über 
einen Zeitraum von 20-30 Jahren entwickeln. Insgesamt wurden rund 140 
solcher Tumorgenese fördernden Gene entdeckt (Vogelstein u. a., 2013). Bei 
Kolonkarzinomen sind für die Entstehung einer malignen Tumorzelle aus einer 
gesunden Darmepithelzelle mindestens vier bis fünf solche, durch Mutationen 
veränderter Gene, auch „Driver-Gene“ genannt, notwendig (Fearon und 
Vogelstein, 1990; Vogelstein u. a., 2013). Diese, durch genetische 
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Veränderungen entstandene Tumorzellen, weisen verschiedene spezifische 
Kennzeichen auf, die von Hanahan und Weinberg (2011) als „Hallmarks of 
Cancer“ definiert wurden. Hierbei handelt es sich um sechs erworbene 
Fähigkeiten, die Tumorzellen während der mehrstufigen Entwicklung von 
Tumoren erwerben. Diese Fähigkeiten beinhalten das Erhalten von 
Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegenüber wachstumshemmenden 
Signalen, invasives Wachstum und Metastasierung, uneingeschränktes 
Proliferieren, nachhaltige Angiogenese und Verhinderung von Apoptose 
(Abbildung 1.2).   
 
Abbildung 1.2: „Hallmarks of Cancer“. Fähigkeiten, die Tumorzellen während des 
mehrstufigen Prozesses der Tumorbildung entwickeln. Abbildung aus Hanahan und Weinberg, 
2011. 
 
Zu diesen Tumorzellen führen spezifische Mutationen von Tumorsuppressor- 
oder Protoonkogenen (Hanahan und Weinberg, 2011), und die Mehrheit 
sporadisch vorkommender Kolonkarzinome ist mit derartigen Mutationen 
assoziiert (Pancione u. a., 2012).  Bei der Entwicklung von Kolonkarzinomen sind 
diese Mutationen in dem Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz (Abbildung 1.3) 
Einleitung 
 4 
von Fearon und Vogelstein (1990) beschrieben worden. Genauer handelt es sich 
bei den von Mutationen betroffenen Tumorsuppressor- und Protoonkogenen 
unter anderen um APC, KRAS, SMAD4 und TP53 (Network u. a., 2012). In 
mehreren Schritten führen Mutationen der beteiligten Gene zum Voranschreiten 
des Tumorentstehungsprozesses. Ein frühzeitiger Schlüsselschritt sind 
Mutationen des APC Tumorsuppressorgens, welche zur Inaktivierung eines Alles 
führen (Kinzler und Vogelstein, 1996; Rowan u. a., 2000).  Der Verlust der 
Heterozygotie (Loss of heterozygosity, LOH) gilt als ein wichtiger Mechanismus 
bei der Inaktivierung von einem Allel von bestimmten Tumorsuppressorgenen 
(Fearon und Vogelstein, 1990). Oft kommt es durch den Verlust der 
Heterozygotie  zur Inaktivierung des zweiten Allels des APC 
Tumorsuppressorgens (Fearon und Vogelstein, 1990) und dadurch zu einer 
Überaktivierung des WNT Signalwegs (Müller u. a., 2016). Dies führt zur 
Entstehung von Adenomen, die ein vermehrt proliferierendes Epithel und leichte 
Kernatypien aufweisen  (Abbildung 1.3) (Jen u. a., 1994).  Auch KRAS 
Mutationen sind eine der frühesten Geschehnisse bei der Entstehung von 
Kolonkarzinomen und sind bereits in histologisch unauffälligem Epithel 
nachweisbar (Coppedè u. a., 2014). Solche KRAS Mutationen werden in ca. 40% 
der Kolonkarzinome gefunden und tragen ebenfalls zur Entstehung von 
kolorektalen Adenomen bei (Abbildung 1.3), sie sind jedoch nicht zwingend für 
die Initiation erforderlich (Fearon, 2011). Weiter führt wiederum der LOH 
Mechanismus zum Funktionsverlust von Gen SMAD4 und so zu einem 
Voranschreiten des Adenoms in Richtung Karzinom. Auch der Funktionsverlust 
von TP53 wird dem LOH Mechanismus zugeschrieben (Fearon, 2011). Die 
Mutation von TP53 führt schließlich dazu, dass die Tumorzellen maligne 
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Eigenschaften erwerben und ein invasives Karzinom entstehen kann (Abbildung 
1.3) (Raskov u. a., 2014; Suppiah und Greenman, 2013). Es wird also deutlich, 
dass die Entstehung von Kolonkarzinomen ein komplexer Prozess von mehreren 
Abläufen ist, bei dem verschiedene Gene, damit Proteine und letztlich 
Signalwege wie zum Beispiel der WNT Signalweg beteiligt sind (Phelps u. a., 
2010).  
 
Abbildung 1.3: Entstehung eines Invasiven Karzinoms aus gesundem Kolonepithel: Die 
Adenom Karzinom Sequenz. Zu sehen sind Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbte Schnitte von 
gesundem Kolonepithel, einem Adenom und einem invasiven Kolonkarzinom. Darunter sind die 
Schritte der Mutationen in den unterschiedlichen Tumorsuppressor- und Protoonkogenen 
dargestellt. In Anlehnung an Fearon und Vogelstein, 1990.  
 
1.3 Signalwege in Kolonkarzinomen  
 
Es gibt viele Signalwege in Kolonkarzinomen, die bei der Entwicklung von 
Kolonkarzinomen mitwirken (Van Es u. a., 2005; Rajagopalan u. a., 2002; 
Segditsas und Tomlinson, 2006). Dabei sind die Proteine der in 1.2 erwähnten 
Gene, wie das APC Protein oder das G-Protein Ras Bestandteile solcher 
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Signalwege (siehe auch Abbildung 1.3) (Clevers und Nusse, 2012; Kim und Choi, 
2015). Diese Signalwege regulieren Zellproliferation und 
Differenzierungsprozesse über Zielgene und deren Transkription (Angers und 
Moon, 2009; Kume, 2009). Im Folgenden soll der Bezug dreier Signalwege zu 
dem komplexen Prozess der Kolonkarzinomentstehung genauer besprochen 
werden, weil sie Angriffspunkte zielgerichteter Therapie sein können und 
außerdem zum Verständnis der durchgeführten Experimente bedeutsam sind. 
Zudem soll anschließend ein kurzer Überblick über die Möglichkeiten der Analyse 
der drei Signalwege, sowie deren Eigenschaften gegeben werden.  
1.3.1 Der WNT Signalweg 
 
Bei invasiven Kolonkarzinomen sind in über 90% Mutationen von Komponenten 
des WNT Signalwegs zu finden, welche zu einer Überaktivierung des Signalwegs 
führen und damit entscheidende Rollen in der Genese von Kolonkarzinomen 
spielen (Ilyas u. a., 1997; Silva u. a., 2014). Das Schlüsselprotein beim 
Kolonkarzinom ist das APC Protein, welches in nicht stimulierten Zellen einen 
Komplex („Distruction-Komplex“) mit Axin, der Proteinkinase GSK3 und 
Caseinkinase (CK1) bildet und so den proteasomalen Abbau von dem WNT 
Effektor-Protein β-Catenin fördert (Abbildung 1.4 links) (Bienz und Clevers, 
2000). Bei Stimulierung bindet zu Beginn des Signalwegs ein WNT-Signalprotein 
an den in der Zellmembran sitzenden Rezeptor Frizzled und den Co-Rezeptor 
LRP in der zu stimulierenden Zelle, das Protein Dishevelled wird rekrutiert und 
bildet einen Komplex mit Axin. Dadurch wird der Abbau von β-Catenin gehemmt 
und es akkumuliert (Abbildung 1.4 rechts) (Zhan u. a., 2017). Dabei ist β-Catenin 
das entscheidende Protein, das letztlich, wenn es im Zellkern angekommen ist, 
zusammen mit Proteinen der TCF/LEF Familie einen Protein-Komplex ausbildet 
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und so zur Aktivierung von Transkription führt (Abbildung 1.4 rechts) (Behrens 
u. a., 1996; Morin u. a., 1997). Bei einer LOH von beiden APC Allelen kann das 
APC Protein seine Fähigkeit der Regulation, im Speziellen die Beteiligung am 
Abbau von β-Catenin nicht mehr gewährleisten (Polakis, 2012) und die 
Möglichkeit für eine Tumorentstehung via Überaktivierung des WNT-Signalwegs 
ist gegeben (Korinek u. a., 1997; Zhan u. a., 2017).  
Viele der beim WNT Signalweg beteiligten Proteine stellen mögliche Ziele für ein 
spezifische Therapie dar (Sebio u. a., 2014), allerdings stellt der WNT Signalweg 
eine Herausforderung für eine zielgerichtete Therapie dar und es ist bislang 





Abbildung 1.4: Darstellung des WNT Signalwegs: (Links) Ohne die Aktivierung des 
Signalwegs durch WNT wird β-Catenin proteasomal mithilfe des „Destruction-Komplex“ 
abgebaut. (Rechts) Bei der Bindung von WNT-Signalproteinen an deren Rezeptor bildet Axin 
einen Komplex mit dem Protein Dishevelled und dadurch der Abbau von ß gehemmt. Im 
Zellkern angekommen bindet das akkumulierte β-Catenin an die Faktoren TCF/LEF und die 
Transkription von Zielgenen wird aktiviert. Die  Abbildung wurde übernommen von Angers und 
Moon, 2009. 
 
1.3.2 MAPK Signalwege  
 
MAPKs (engl.: mitogen-aktivated protein kinases) sind Serin/Threonin-Kinasen, 
die unterschiedliche Zellaktivitäten wie Proliferation, Differenzierung und 
Apoptose regulieren (Pearson G u. a., 2001). Durch diese zentralen 
Eigenschaften spielen sie Schlüsselrollen in der Pathogenese verschiedener 
Erkrankungen wie auch dem Kolonkarzinom (Kim und Choi, 2015). MAPK 
Signalwege bestehen generell aus mindestens drei hierarchisch hintereinander 
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geschalteten Kinasen: Einer MAP3K, einer MAP2K und einer MAPK. MAP3K 
phosphorylieren und aktivieren damit MAP2K und diese wiederrum 
phosphoryliert und aktiviert die MAPK wodurch dann verschiedene Proteine wie 
Transkriptionsfaktoren aktiviert werden (Abbildung 1.5) (Kim und Choi, 2015; Peti 
und Page, 2013). Des Weiteren gilt es drei verschiedene Signalwege zu 
unterscheiden: Den RAS–RAF–MEK–ERK Signalweg (auch ERK1/ERK2 
Signalweg) und die beiden durch Stress aktivierten MAPK Signalwege JNK und 
p38 (Sabio und Davis, 2014). Der RAS–RAF–MEK–ERK Signalweg ist ein 
zentraler Faktor in der Entwicklung von Krebs durch die Stimulation der 
Proliferation und das sichern des Überlebens von Tumorzellen (Das Thakur und 
Stuart, 2014). Anders als beim WNT Signalweg gibt es bei den MAPK 
Signalwegen bereits gute und effektiv Angriffspunkte für eine zielgerichtete 
Therapie wie zum Beispiel die Hemmung von EGFR mit Antikörpern. Das führt 
zu einer Inhibition des RAS-RAF-MEK-ERK Signalwegs, einem der drei MAPK 
Signalwege (Miyamoto u. a., 2017). Trotz bereits bestehender 
Inhibitionsmöglichkeiten bietet die Komplexität dieser Signalwege eine Reihe von 
weiteren Therapieansätzen, die Gegenstand aktueller Forschung und teilweise 
auch der vorliegenden Arbeit sind. Beispielsweise sind hier die Hemmung von 
MEK oder ERK mit spezifischen Inhibitoren zu nennen, oder aber auch 
kombinierte Inhibitionen verschiedener Signalwegkomponenten (Gonga u. a., 




Abbildung 1.5: Darstellung der MAPK Signalwege: (Links) Schema der hierarchisch 
hintereinander geschalteten MAPK (Rechts) Visualisierung der drei zu unterscheidenden MAPK 
Signalwege: RAS-RAF-MEK-ERK Signalweg (rechts) JNK Signalweg (links) und p38 Signalweg 
(Mitte).  Abbildung übernommen von Wang und Xia, 2012. 
 
1.3.3 Der NOTCH Signalweg 
 
Auch die Aktivierung von NOTCH Signalwegen konnte in Kolonkarzinomen 
beobachtet werden (Reedijk u. a., 2008). Es handelt sich dabei um einen hoch 
konservierten Signalweg, der unter anderem Einfluss auf Proliferation und 
Apoptose von Zellen nimmt; Proliferation und Inhibierung von Apoptose 
wiederum stellen essentielle Schritte bei der Tumorgenese dar (Ranganathan 
u. a., 2011; Takebe u. a., 2014). Genauer handelt es sich bei NOTCH um einen 
Membranrezeptor (Abbildung 1.6) (Bray, 2006). Bindet sich eine Zelle mit dem 
Liganden Delta an eine Zelle mit dem NOTCH Rezeptor so wird dieser zweimal 
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proteolytisch gespalten. Der Proteinkomplex γ-Sekretase führt die zweite 
proteolytische Spaltung durch, wodurch dann die intrazelluläre Domäne des 
Rezeptors NICD (Notch intracellular Domain) freigesetzt wird, welche mit DNA 
bindenden Proteinen interagiert und es schließlich zur Transkription von 
Zielgenen kommt (Abbildung 1.6) (Bray, 2006; Kume, 2009). Zur Hemmung des 
NOTCH Signalwegs können γ-Sekretase Inhibitoren oder monoklonale 
Antikörper gegen den Rezeptor eingesetzt werden, welche auch aktuell in 
klinischer Erprobung sind, allerdings konnten die Ergebnisse bis jetzt keinen 
Rückgang des Tumorwachstums oder eine deutliche Verzögerung der 
Progression zeigen  (Strosberg u. a., 2012; Takebe u. a., 2014).  Gerade 
deshalb, weil bis jetzt die zielgerichtete Therapie mit Inhibitoren des NOTCH 
Signalwegs keinen klinischen Nutzen brachte, muss hier in Wissenschaft und 








Abbildung 1.6: Vereinfachtes Schema des NOTCH Signalwegs: Die Abbildung zeigt die 
Hauptkomponenten des NOTCH Signalwegs. Zunächst bindet ein Ligand an den Notch Rezeptor, 
dann folgt die proteolytische Spaltung des Rezeptors (Pfeile) und NICD wird freigesetzt. Im Kern 
angekommen bildet NICD (Notch intracellular Domain) mit DNA bindenden Proteinen (CSL) und 
Koaktivatoren (CoA) einen Komplex und die Transkription von Zielgenen wird aktiviert. Die  
Abbildung wurde übernommen von Kume, 2009.    
 
1.3.4 Detektion von Signalwegen und deren Verteilung in Kolonkarzinomen 
Der WNT Signalweg zählt ebenso wie der MAPK und NOTCH Signalweg zu den 
Signalwegen, bei denen Mutationen zu einer vermehrten Aktivität des 
Signalwegs führen können und dadurch eine wichtige Rolle bei der 
Karzinomentstehung spielen (Colussi u. a., 2013). Wichtig für Therapie und 
Forschung ist es, solche Signalwege detektierenden zu können, um es etwa zu 
ermöglichen gegen diese speziellen Signalwege zielgerichtete Therapeutika zu 
entwickeln und zu testen (Tiwari u. a., 2018). Der WNT Signalweg kann durch 
das Effektor-Protein β-Catenin detektiert werden. Die Anreicherung von β-
Catenin im Zellkern zeigt zudem die Aktivität dieses Signalwegs an, da es hier 
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als Teil eines WNT-gesteuerten Transkriptionsfaktorkomplexes fungiert und je 
nach WNT-Aktivität vermindert oder vermehrt detektiert werden kann (Barker und 
Born, 2009). Die Menge von β-Catenin in den Tumorzellkernen ist außerdem mit 
der Prognose bei Kolonkarzinompatienten assoziiert (Chuen u. a., 2004).  
Bei den MAPK Signalwegen ist es möglich über das Protein FRA1 deren Aktivität 
zu bestimmen (Blaj u. a., 2017). Eine deutliche Erhöhung von FRA 1 in 
Kolonkarzinomen ist beschrieben (Wanghai Zhang u. a., 2005). FRA1 ist Teil des 
AP1 Transkriptionsfaktorkomplexes und eine hohe Expression in den 
Tumorzellkernen deutet auf eine hohe MAPK-Signalwegaktivität hin. 
Die NICD (Notch intracellular Domain) ist wie in 1.3.3 beschrieben ein wichtiges 
Schlüsselprotein des NOTCH Signalwegs und kann wiederrum verwendet 
werden um immunhistochemisch NOTCH Signalwegaktivität in Tumorzellen zu 
detektieren (Haifeng u. a., 2018). Die Bestimmung der einzelnen Marker für diese 
drei Signalwege ermöglicht es, genaue Analysen über deren Aktivität oder auch 
deren Verteilung durchzuführen.  
Durch solche Analysen konnte gezeigt werden, dass die Verteilung der Aktivität 
der drei erwähnten Signalwege in Kolonkarzinomen heterogen ist. Es zeigten 
sich verschiedene Tumorzellsubpopulationen mit unterschiedlicher 
Signalwegaktivität (Schmidt u. a., 2018). Während MAPK und WNT 
Signalwegaktivität am Tumorrand stark ausgeprägt ist (Blaj u. a., 2017), finden 
sich Tumorzellen mit hoher NOTCH Aktivität im Zentrum des Tumors (Schmidt 
u. a., 2018). Diese Informationen sind deshalb wichtig, weil den 
unterschiedlichen Subpopulationen unterschiedliche Eigenschaften und 
Funktionen zugeschrieben werden. MAPK und WNT sind für die Invasion des 
Karzinoms verantwortlich (Blaj u. a., 2017; Lemieux u. a., 2009), wohingegen 
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Subpopulationen mit hoher NOTCH Signalwegaktivität hohe proliferationsraten 
zeigen (Schmidt u. a., 2018).  
Des Weiteren ist hier aufzuzeigen, dass den Tumorzellsubpopulationen mit hoher 
WNT und MAPK Signalwegaktivität Stammzelleigenschaften zugeschrieben 
werden und diese Stammzelleigenschaften möglicherweise auch für die 
Tumorinitiation und Therapielimitationen von Kolonkarzinomen verantwortlich 
sind (Blaj u. a., 2017; Fodde und Brabletz, 2007; Vermeulen u. a., 2010). Dies ist 
ein weiterer Punkt, der für neue Therapieansätze eine wichtige Rolle spielen 
könnte. 
1.4. Stadien von Kolonkarzinomen 
 
Bösartige Tumorerkrankungen werden gemäß den Kriterien der TNM 
Klassifikation eingeteilt, so auch die Kolonkarzinome (Tabelle 1.1). Vor kurzem 
erschien die 8. Auflage der Klassifikation welche wiederum Grundlage für die 
Einteilung der Stadien nach der UICC (Union internationale contre le cancer) 
(Tabelle 1.2) oder AJCC (American Joint Committee on Cancer) ist  (Brierley 
u. a., 2016). Es werden insgesamt vier Stadien unterschieden, wobei die 
Infiltrationstiefe des Primärtumors in die Dickdarmwand (T), Fernmetastasierung 
(M) und der Befall regionaler Lymphknoten (N) entscheidend sind. Die jeweilige 
Kategorie wird mit Hilfe körperlicher Untersuchung, Bildgebung und/ oder 
chirurgischer Exploration festgelegt (Brierley u. a., 2016; Klimpfinger u. a., 2005). 
Die Stadieneinteilung ist für die Planung der Therapie, sowie die Prognose der 




Tabelle 1.1: TNM Klassifikation für das kolorektale Karzinom (nach Brierley u. a., 2016) 
TNM Ausdehnung 
TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden  
T0 Keine Evidenz für einen Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ  
T1 Tumor infiltriert die Submukosa 
T2 Tumor infiltriert die Muskularis propia 
T3 
Tumor infiltriert die Subserosa oder das retroperitoneale perikolische und/perirektale 
Gewebe 
T4 
Tumor perforiert das viszerale Peritoneum (T4a) oder infiltriert direkt andere Organe 
oder Strukturen (T4b) 
NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden  
N0 Keine regionären Lymphknoten befallen 
TNM Ausdehnung 
N1 
1-3 Regionäre Lymphknoten befallen (N1a: 1 Lymphknoten befallen, N1b: 2-3 
Lymphknoten befallen) 
N2 
4-6 Regionäre Lymphknoten befallen (N2a: 4-7 Lymphknoten befallen, N2b: ≥ 7 
Lymphknoten befallen) 
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 
Fernmetastasen in einem Organ (M1a), in mehr als einem Organ (M1b) oder Befall 
des Peritoneums (M1c) 
 
Tabelle 1.2: UICC (Union for International Cancer Control) Stadieneinteilung der 
Kolonkarzinome (nach Brierley u. a., 2016) 
UICC TNM 
0 Tis,(Karzinoma in situ) N0, M0 
I T1-T2, N0, M0 
II 
IIa T3, N0, M0 
IIb T4a, N0, M0 
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IIc T4b, N0, M0 
III 
IIIa T1-T2, N1, M0 oder T1, N2a, M0 
IIIb T1-T2, N2b, M0 oder T2-3, N2a, M0 oder T3-T4a, N1, M0 
IIIc T3-T4a, N2b, M0 oder T4a, N2a, M0 oder T4b, N2, N2, M0 
IV 
IVa Jedes T, Jedes N, M1a 
IVb Jedes T, Jedes N, M1b 




1.5. Therapie von Kolonkarzinomen  
 
Die Therapie von Kolonkarzinomen gestaltet sich stadienabhängig (zu den 
Stadien siehe 1.4) (Labianca u. a., 2013). In frühen Stadien wird oft kurativ, 
chirurgisch vorgegangen während weiter fortgeschrittene, metastasierte Stadien 
neben einer chirurgischen Therapie meist systemisch behandelt werden müssen 
(Van Cutsem u. a., 2016). Im Folgenden soll ein Überblick über die 
unterschiedlichen Therapiemöglichkeiten und anschließend ein solcher über 
deren Effektivität gegeben werden.  
1.5.1. Chirurgische Therapie  
 
Die chirurgische Therapie richtet sich sowohl an Patienten mit frühen Stadien 
eines Kolonkarzinoms, bei denen ein kurativer Ansatz besteht, als auch an 
Patienten mit metastasierten Karzinomen, entsprechend Stadium IV, zur 
maximalen Tumorreduktion und zur Linderung von Leid und Schmerzen (Pox 
u. a., 2017).  Hier sollen vorrangig stadienabhängig die therapeutischen Ansätze 
bei kurativ operablen Tumoren grob abgehandelt werden. In Stadium 0 
(Carcinoma in situ) wird entweder mit lokaler Exzision oder segmentaler en bloc 
Resektion- abhängig von der Zugänglichkeit und Größe der Läsion therapiert. 
Häufig sind Polypen betroffen, bei denen es einer genauen Beurteilung der 
histologischen Merkmale durch einen Pathologen bedarf, um nicht umsonst das 
Risiko einer Operation einzugehen (Labianca u. a., 2013).  Befindet sich das 
Kolonkarzinom in Stadium I ist bei einem pT1- Karzinom die endoskopische 
Resektion ausreichend, wo hingehen bei „High-risk“ Faktoren eine große 
chirurgische Resektion mit anschließender Anstomosenbildung empfohlen wird 
(Choi u. a., 2015); eine adjuvante Chemotherapie jedoch nicht. High-risk 
Faktoren sind die Differenzierungsgrade G3 und G4, die Invasion von 
Einleitung 
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Lymphgefäßen und die Anwesenheit von versprengten Tumorzellen (Bosch u. a., 
2013). Auch in Stadium II wird großräumig, mit anschließender 
Anastomosenbildung reseziert. Eine adjuvante Chemotherapie kann 
durchgeführt werden und sollte bei Patienten mit Hochrisikofaktoren, wie zum 
Beispiel schlecht differenzierten Tumoren, trotz unzureichender Datenlage in 
Betracht gezogen werden. (Labianca u. a., 2013; Pox u. a., 2017; QUASAR 
Collaborative Group, 2007). Im Gegensatz dazu soll bei dem fortgeschrittenen 
Stadium III, nach der kompletten chirurgischen Resektion eine adjuvante 
Chemotherapie durchgeführt werden (Connell u. a., 1997). Die adjuvanten 
Therapien setzen eine R0-Resektion des Primärtumors voraus. Bei allen großen 
chirurgisch kurativen Therapien sollte außerdem eine komplette mesokolische 
Exzision durchgeführt werden, da sie zu einer erhöhten Ausbeute der 
Lymphknoten und nach den bisherigen Daten die Überlebensraten verbessern 
kann (Pox u. a., 2017). Patienten mit Stadium IV, welches bereits eine 
metastasierte Situation darstellt (Tabelle 1.1), sollen abhängig vom 
Allgemeinzustand therapiert werden: Bei Patienten in gutem Allgemeinzustand 
und unter günstiger Risikokonstellation ist eine Resektion der Metastasen 
anzustreben, bei Patienten bei denen der Allgemeinzustand keine chirurgische 
Intervention mehr zulässt soll mit systemischer Therapie eine maximale 
Tumorreduktion angestrebt werden und so kann es in besonderen Fällen sogar 
zu einer sekundären Resektabilität kommen (Van Cutsem u. a., 2016; Pox u. a., 
2017). Die hier beschriebenen Empfehlungen orientieren sich an den Leitlinien 
der ESMO und der AWMF, wobei in Deutschland die S3-Leitline der AWMF 
relevant ist.  
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1.5.2. Systemische Therapie  
 
Die systemische Therapie von Kolonkarzinomen kann in zwei Untergruppen 
unterteilt werden: Die Chemotherapie und die zielgerichtete Therapie. In den 
folgenden Unterkapiteln soll auf beide genauer eingegangen werden. 
1.5.2.1. Chemotherapie  
 
Ab UICC Stadium II kann, ab Stadium III soll eine adjuvante Chemotherapie 
durchgeführt werden (Pox u. a., 2017). Dabei werden verschiedene 
Chemotherapeutika wie 5-Fluoruracil (5-FU), Capecitabin (orale Prodrug von 5-
FU) Leucovorin (LV), Oxaliplatin oder Irinotecan eingesetzt. Diese 
Chemotherapeutika werden zum einen als Monotherapie, zum anderen als 
Kombinationstherapie, eingesetzt (Tabelle 1.3) (Falcone u. a., 2007; Twelves 
u. a., 2005). 
Tabelle 1.3: Zusammensetzung der verwendeten Kombinationstherapien 
Kombinationen Enthaltene Chemotherapeutika 
5-FU/LV 5-Fluoruracil, Leucovorin 
Cabecitabin/LV Capecitabine (orales Prodrug von 5-FU), Leucovorin 




FOLFIRI 5-Fluoruracil, Leucovorin, Irinotecan 
FOLFOXIRI 5-Fluoruracil, Leucovorin, Oxaliplatin, Irinotecan 
 
In den kurativen, adjuvanten Settings werden verschiedene der in Tabelle 1.3 
gelisteten Kombinationtherapien, abhängig vom Tumorstadium eingesetzt. Wie 
in Abschnitt 1.5.1 beschrieben, kann bei Stadium II eine adjuvante 
Chemotherapie durchgeführt werden, hierbei wird die Therapie mit 
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Fluoropyrimidinen, also meist im Schema 5-FU/LV empfohlen, eine zusätzliche 
Gabe von Oxaliplatin im Rahmen von FOLFOX bringt keine prognostische 
Verbesserung (Tournigand u. a., 2012) und für das Prodrug Capecitabine gibt es 
aktuell keine Daten (Pox u. a., 2017). Hingegen soll in Stadium III eine 
Oxaliplatin-haltige Chemotherapie in Form von FOLFOX oder XELOX angewandt 
werden (André u. a., 2004, 2015; Schmoll u. a., 2015), allerdings nur bis zum 70. 
Lebensjahr (Tournigand u. a., 2012). Bei der Therapie des metastasierten 
Kolonkarzinoms (UICC IV) kommen, abhängig vom Allgemeinzustand 5-FU 
Mono- oder 5-FU basierte Kombinationstherapien wie FOLFOX, FOLFIRI oder 
FOLFOXIRI zum Einsatz, wobei FOLFOXIRI zu den effektivsten Chemotherapie-
Regimen zählt (Souglakos u. a., 2006). Die Regime werden, teilweise abhängig 
von der Genetik und der Tumorlokalisation, mit zielgerichteten Therapien 
kombiniert, welche Thema des nächsten Abschnitts sind (Douillard u. a., 2013; 
Heinemann u. a., 2014).   
1.5.2.2. Zielgerichtete Therapie und deren Kombination mit Chemotherapie 
 
Die derzeit verwendeten zielgerichteten Therapien werden beim Stadium IV des 
Kolonkarzinoms angewandt, zum Einsatz kommen vorwiegend anti-EGFR 
Antikörper und anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bzw. anti-
VEGFR Substanzen (Tabelle 1.4) (Van Cutsem u. a., 2015; Hurwitz u. a., 2004).  
Tabelle 1.4: Verwendete zielgerichtete Therapeutika 
Therapeutikum Wirkstoffklasse Mechanismus 
Cetuximab Antikörper anti-EGFR 
Panitumumab Antikörper anti-EGFR 
Bevazizumab Antikörper anti-VEGF 
Aflibercept Fusionsprotein anti-VEGF 
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Therapeutikum Wirkstoffklasse Mechanismus 
Ramucirumab Antikörper anti-VEGFR 
Regorafenib Zytostatikum Tyrosinkinaseinhibitor 
 
Die Therapie in der metastasierten Situation richtet sich nach dem 
Allgemeinzustand des Patienten. Bei schlechtem Allgemeinzustand kann eine 
intensive Kombinationschemotherapie nicht eingesetzt werden, es kann aber 
eine Behandlung mit 5-FU und Bevazizumab durchgeführt werden (Pox u. a., 
2017). Bei Patienten in gutem Allgemeinzustand ist die Therapieentscheidung 
abhängig von der Genetik und der Lokalisation des Tumors. Patienten, deren 
Tumoren molekularpathologisch als RAS-Wildtyp Tumoren bestätigt sind und der 
Tumor auf der linken Seite lokalisiert ist, sollen mit einer Kombination wie 
FOLFOX oder FOLFIRI plus einer anti-EGFR Therapie (Cetuximab oder 
Panitumumab) behandelt werden (Arnold u. a., 2017; Douillard u. a., 2013; 
Heinemann u. a., 2014, 2016). Bei molekularpathologisch nicht selektierten 
Patienten kann Bevazizumab gemeinsam mit einer 5-FU Monotherapie zu einer 
Effektivitätssteigerung führen (Kabbinavar u. a., 2005). In der Zweitlinientherapie 
kommen weitere anti-VEGF beziehungsweise anti-VEGFR Substanzen, wie 
Aflibercept und Ramucirumab zum Einsatz, die in Kombination mit 
Chemotherapie-Regimen wie FOLFIRI das Überleben signifikant verlängerten 
(Van Cutsem u. a., 2012; Tabernero u. a., 2015). Letztlich ist noch Regorafenib 
zu erwähnen, welches bei Patienten eingesetzt werden kann, die mit allen 
verfügbaren Chemotherapien und Antikörpern vorbehandelt wurden (Grothey 
u. a., 2013; Pox u. a., 2017).  




Viele Patienten mit Kolonkarzinom in Stadium IV sind sich nicht darüber im 
Klaren, dass Chemotherapie meist nur eine Verlängerung des Überlebens 
erzielen kann, aber keine kurative Therapie darstellt (Pawlik u. a., 2014; Weeks 
und Catalano, 2012). Bei aktuellen Therapiekonzepten kann allerdings 
Gesamtüberleben von bis zu über drei Jahren erreicht werden (Schwartzberg 
u. a., 2014). Vor allem konnte in den letzten Jahren die zusätzlich verfügbare, 
zielgerichtete Therapie, besonderes eine mit anti-EGFR Antikörpern bei RAS-
Wildtyp Patienten signifikant zur Verlängerung des Überlebens beitragen 
(Heinemann u. a., 2016). In früheren Stadien kann in vielen Fällen durch eine 
Operation und anschließender adjuvanter Chemotherapie eine Heilung erzielt 
werden und bringt einen signifikanten Überlebensvorteil mit sich (Gill u. a., 2004; 
Sargent u. a., 2001), jedoch hat hier eine zielgerichtete Therapie, mit der 
möglicherweise Behandlungsdauer und Nebenwirkungen verkürzt werden 
könnten, noch keine Bedeutung erlangt  (Alberts u. a., 2012; Allegra u. a., 2013). 
Trotz vieler vorhandener Therapien, intensiver Behandlungen und neuerer 
Ansätze erliegen letztlich immer noch die meisten Patienten mit fortgeschrittenen 
Tumorstadien ihren Erkrankungen. Im Zeitraum von 2008 bis 2015 lag die 5-
Jahres Überlebensrate in den USA von Patienten mit fortgeschrittenem 
Kolonkarzinom (UICC IV) bei nur 13.5 % (Noone u. a., 2018). Eine mögliche 
Ursache dafür sind Resistenzen von Kolonkarzinomen gegen 
Chemotherapeutika (Jeught u. a., 2018). Fast die Hälfte der Patienten die an 
Kolonkarzinomen leiden, haben Resistenzen gegen das häufig eingesetzte 5-FU 
(Douillard u. a., 2000). Deshalb ist es essentiell, neue und effektivere 
Therapiekonzepte zu entwickeln, um eventuell in Zukunft auch hier eine Heilung 




2. Zielsetzung  
 
 
Die beiden folgenden Punkte sind die Ziele dieser Arbeit: 
 
I) Der Einfluss gängiger Chemotherapie-Regime auf die Signalwegaktivitäten 
WNT, MAPK und NOTCH in kolorektalen Karzinomen.  
 
 








3. Materialien  
3.1. Chemikalien und Reagenzien 
 
 
Tabelle 3.1: Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalie / Reagens Hersteller 
5-Fluoruracil Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Antibody Diluent Agilent, Santa Clara, CA, USA 
Aqua ad iniectablia 
Deltamedica GmbH, Reutlingen; 
Deutschland 
Dibenzazepin (DBZ) 
Axon Medchem BV, Groningen, 
Niederlande 
Dimethylsulfoxide Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
DMEM Biochrom, Berlin, Deutschland 
Fötales Bovines Serum Biochrom, Berlin, Deutschland 
Irinotecan Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland 
Leucovorin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Matrigel 
Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, 
USA 
Methocel (Hydroxypropylmethyl cellulose) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Oxaliplatin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) Biochrom, Berlin, Deutschland 
Penicillin / Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland 
Selumetinib (AZD6244) Selleckchem, Houston, TX, USA 
Kochsalzlösung 0,9% B. Braun AG, Meslungen, Deutschland 
Trypsin / EDTA Lösung (0.05 %/0.02 %) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 













Tabelle 3.2: Kits 
Kits Hersteller 
ImmPRESS HRP Anti-Rabbit IgG 
(Peroxidase) Polymer Detection Kit 
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, 
USA 
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System Agilent, Santa Clara, CA, USA 
OptiView DAB IHC Detection Kit 
Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, 
USA 
QIAamp DNA Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
UltraView Universal DAB Detection Kit 





Tabelle 3.3: Primäre Antikörper 
Antikörper Spezies/ Klon Katalognummer Hersteller IHC 










4147 Cell Signaling 1:100 
FRA1 Maus/ C-12 sc-28310  1:50 
Ki67 Maus MIB-1 M7240 Agilent 1:150 
















3.4. Lösungen  
 
Tabelle 3.4: Lösungsmittel und Medien 
Lösungen Zusammensetzung 
Selumetinib (AZD) Lösungsmittel  
Aqua ad iniectablia 
0,5 % Methocel 




1% Penicillin / Streptomycin 
Dibenzazepine (DBZ) Lösungsmittel  
Aqua ad iniectablia 
0,5 % Methocel 







Tabelle 3.5: Verwendete Geräte 
Gerät Hersteller 
accu-jet pro BrandTech Scientific Inc, Essex, USA 
Axioplan 2 Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland 
BenchMark XT 
Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, 
USA 
Centrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Heracell 240i CO2 Incubator 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA 
Heraeus Megafuge 40R Centrifuge 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA 
Herasafe KSP Class II Biological Safety 
Cabinet 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA 
6765 LSE Mini Microcentrifuge Corning, New York, USA 
NanoDrop 1000 Spektralphotometer 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA 






Pipetman Classic P20, P100, P200, P1000 Gilson, Limburg an der Lahn, Deutschland 
Talent TE124S  Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Theromixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Vortex Genie 2 Scientific Industries,  Bohemia, USA 
Wasserbad WNB 7 Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland 
 
Tabelle 3.6: Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien  Hersteller 
BD Plastipak Spritzen mit Luer-Ansatz Becton Dickinson, New Jersey, USA 
Kryoröhrchen 2,0 ml 
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Eppendorf Tubes 1,5 mL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Falcon Cell Culture Dishes Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
Falcon 15, 50 mL Centrifuge Tube Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
OneTouch Barrier 1000 µl (50-1250 µl) 
Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake City, 
USA 
Rotilabo-Spritzenfilter, steril  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
SafeSeal Tips Professional 20 µl, 200 µl, steril 
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, 
Deutschland 
Sterican Standardkanülen B. Braun AG, Meslungen, Deutschland 








Tabelle 3.7: Verwendete Software 
Software Firma  
Adobe Photoshop  Adobe Systems, San José, USA 
Corel Draw X6 Corel GmbH, München, Deustchland 
Gene Mapper 4.0 Applied Biosystems, Kalifornien, USA 
GraphPad Prism 5  Graphpad Software Inc., La Jolla, USA 
Image J Software  Wayne Rasband (NIH) 






4. Methoden  
4.1. Zellkultur 
 
SW480 Zellen wurden von dem Unternehmen ATCC, SW1222 Zellen von dem 
Ludwig Institute for Cancer Research (New York, USA) bezogen. SW1222 Zellen 
haben eine Deletion von 113bp in Exon 1 von TP53, welche einen 
Funktionsverlust der Expression des Proteins p53 zufolge hat. Zudem eine 
verkürzende Mutation in APC(E1306*) und eine aktivierende Mutation in 
KRAS(A146V)(Liu und Bodmer, 2006; Tate u. a., 2019). SW480 Zellen tragen 
mutierte p53(R273H/P309S), verkürzende APC(Q1338*) Mutationen und ebenso 
eine aktivierende KRAS(G12V) Mutation. Beide Zelllinien wurden aus 
kolorektalen Adenokarzinomen gewonnen. Sie sind mikrosatellitenstabil und 
tumorerzeugend in NOD/SCID Mäusen (Schmidt u. a., 2018).  Um etwaige 
Kontaminationen durch Mikroorganismen wie Bakterien, Viren oder Pilze zu 
vermeiden, wurden alle Tätigkeiten unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
Zunächst wurden die Zellen im Wasserbad aufgetaut und anschließend in DMEM 
mit 10% FBS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin kultiviert. Die 
Zellen wurden bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und jeden zweiten bis dritten Tag 
mit PBS gewaschen, mit Trypsin / EDTA Lösung inkubiert, geteilt und 
anschließend wieder in frischem Basismedium kultiviert. Zur Aufbewahrung 
wurden die Zellen in Kryoröhrchen, in 90% FBS und 10% DMSO langsam auf   -







4.2. STR-Analyse  
Um die Identität der Zelllinien zu verifizieren wurde eine Short Tandem Repeat- 
Analyse von SW480 und SW1222 DNA durchgeführt (Abbildung 4.1, 4.2). Dafür 
wurde zunächst von kultivierten SW480 und SW1222 Zellen DNA mit dem 
QIAamp DNA Micro Kit extrahiert und anschließend mit dem NanoDrop 1000 
Spectralphotometer quantifiziert. Die anschließende STR- Analyse ergab eine 
100%ige Übereinstimmung der DNA-Profile mit den Daten der ATCC 






Abbildung 4.1: STR- Analyse von SW480 DNA zur Authentifizierung der SW480 Zelllinie. 
Die DNA-Profile zeigten eine 100%ige Übereinstimmung mit den Daten der ATCC 







Abbildung 4.2: STR- Analyse von SW1222 DNA zur Authentifizierung der SW1222 Zelllinie. 
Die DNA-Profile zeigten eine 100%ige Übereinstimmung mit den Daten der ATCC 






4.3. Xenotransplantate und in vivo Behandlung 
Alle Mausexperimente wurden durch die Regierung von Oberbayern genehmigt 
und überprüft. Für diese Experimente wurden NOD/SCID Mäuse (NOD.CB17-
Prkdcscid, The Jackson Laboratory) verwendet, die in spezifisch pathogen freien 
Käfigen (SPF) untergebracht waren.  Den Mäusen fehlen reife B- und T-Zelllinien, 
sowie Komplementsystem-Aktivität (Shultz u. a., 1995) und erlauben das 
Wachstum von xenotransplantierten Tumoren. Für die Xenotransplantate wurden 
SW480 und SW1222 Zellen in 50 μl PBS und 50 μl Matrigel suspendiert und 
dann subkutan in die Flanke von 6-8 Wochen alten NOD/SCID Mäusen injiziert. 
Die Tumorgröße wurde mithilfe einer Schiebelehre gemessen und das Volumen 
gemäß der Formel 
𝐵𝑟𝑒𝑖𝑡𝑒2×𝐿ä𝑛𝑔𝑒
2
 berechnet. Sobald die Tumoren 100 mm3 erreicht 
hatten, wurden die Mäuse randomisiert zu einer Kontroll- oder 
Behandlungsgruppe zugewiesen. Es wurden jeweils mindestens drei Tiere 
zugewiesen. Während der experimentellen Phase wurden alle Mäuse gemäß 
dem Tierschutzgesetz überwacht und als die Tumoren einen Durchmesser von 
1,5 cm erreicht hatten getötet. Anschließend die Tumoren entfernt, in Formalin 
fixiert und für weitere histologische Untersuchungen in Paraffin eingebettet. 
4.4. Chemotherapie und Inhibitor- Behandlung  
Für die Chemotherapie wurden 5-Fluoruracil (5-FU), Leucovorin, Oxaliplatin und 
Irinotecan in steriler, 0,9%iger Kochsalzlösung gelöst und als Mono- oder 
Kombinationstherapie verabreicht. Für die Inhibitor- Behandlung wurde 
Selumetinib (AZD) in 0,5 % Methocel und 0,1 % Tween 80 gelöst. Dibenzazepin 
(DBZ) wurde in 0,1 % DMSO, 0,5% Methocel und 0,1 % Tween 80 gelöst. Es 
wurden Kurzzeit- und Langzeitexperimente durchgeführt. Für die Kurzzeit-





und 0,2 mg Oxaliplatin oder 1 mg Irinotecan i.p. an Tag 1 für eine dreitägige 
Therapie beziehungsweise an Tag 1 und 6 für eine zehntägige Therapie. Für die 
FOLFOX und FOLFIRI Kombinationstherapien wurden die gleichen 
Konzentrationen wie für die Monotherapie verwendet und nach denselben 
Schemen appliziert. Für die Langzeittherapie wurden die Mäuse mit 0,3 mg 5-FU 
und 0,4 mg Leucovorin i.p. an 5 Tagen pro Woche und/oder mit 1,25 mg AZD 
p.o. und 0,35 mg DBZ i.p. zweimal pro Woche behandelt. Die Kontrollgruppen 
wurden nur mit den Lösungsmitteln behandelt. Die Mäuse wurden bis zu 31 Tage 
lang, oder bis die Tumoren ein Volumen von 1000-1300 mm3 erreicht hatten, 
behandelt.  
4.5. Immunhistochemie 
Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden 5μm dünne 
Gewebeschnitte, der in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumoren 
entparaffiniert und mit dem vollautomatischen Ventana BenchMark XT 
Färbesystem, unter Verwendung der in Tabelle 3.3 unter Kapitel 3.3 gelisteten 
primären Antikörper gefärbt. Die Färbungen wurden mit dem UltraView oder 
OptiView DAB IHC Detection Kit visualisiert. Die immunhistochemischen 
Färbungen für Cleaved Caspase-3 wurden manuell an entparaffinierten 
Schnitten durchgeführt. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte für 20 
Minuten in Citratpuffer (pH 6, Aglient) in einer Mikrowelle erhitzt und 
anschließend mit den primären Antikörpern inkubiert. Für die Visualisierung von 
Cleavend Caspase-3 wurden das ImmPRESS HRP Anti-Rabbit IgG Polymer 
Detection Kit und das Liquid DAB+ Substrate Chromogen System gemäß den 
Herstelleranweisungen verwendet.  Zur Auswertung der immunhistologischen 





positiv bewertet und solche, die ihn nicht exprimierten als negativ bewertet. Diese 
semiquantitative Bewertung wurde mit Hilfe von Image J durchgeführt.  
4.6. Statistische Analysen  
Für die statistischen Analysen und Auswertungen wurden die Programme Excel 
(Microsoft) und GraphPad Prism 5 genutzt. Die Stichprobengröße wurde 
basierend auf vorläufigen Daten und der bisherigen Erfahrung gewählt. Um 
Unterschiede zweier Gruppen zu analysieren, wurde der zweiseitige t-Test 
verwendet. Die Kaplan-Maier-Methode wurde angewandt, um Unterschiede beim 
tumorspezifischen Überleben zu zeigen, für welche ein Tumordurchmesser von 
1,5 cm als Endpunkt genommen wurde. Für die Berechnung von Unterschieden 
zwischen den Kaplan-Maier-Überlebenskurven diente der Log-Rank-Test. 
Unterschiede gelten als statistisch signifikant, wenn P < 0,05. Alle signifikanten 





5. Ergebnisse  
 
5.1. Begrenzte Effekte von Chemotherapie auf Signalwegaktivitäten 
in Kolonkarzinomen  
Um mögliche Effekte von Chemotherapie auf Signalwegaktivitäten zu zeigen, 
wurden SW480 und SW1222 Xenotransplantate untersucht, die entweder drei 
oder zehn Tage lang mit 5-Fluoruracil (5-FU), Oxaliplatin, Irinotecan oder in den 
Kombinationen 5-FU und Oxaliplatin (FOLFOX) oder Irinotecan (FOLFIRI) 
behandelt wurden. In der durchgeführten Hämatoxylin-Eosin-Färbung zeigte 
sich, dass alle Xenotransplantate ausreichende Bereiche mit noch vitalem 
Tumorgewebe aufwiesen (Abbildung 5.1). Irinotecan hatte, sowohl als 
Monotherapie, als auch in Kombination mit 5-FU, die stärksten zytopathischen 
Effekte. Bei der genauen Betrachtung der Tumorzellmorphologie fielen unter der 
Therapie mit Irinotecan stark geschwollene Tumorzellen, riesige, irreguläre 
Zellkerne und blasses Zytoplasma auf. Unter den anderen Mono- und 
Kombinationstherapien waren keine offensichtlichen morphologischen 







Abbildung 5.1: Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die Tumorzellmorphologie in 
Kolonkarzinomen. Ausschnitte von Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbten Schnitten von SW480 
und SW122 Kolonkarzinom Xenotransplantaten, die über drei oder zehn Tage mit verschiedenen 
Chemotherapien, oder nur dem Lösungsmittel (Kontrolle), wie bezeichnet behandelt wurden. 
Maßstabbalken entsprechen 50 µm. 
5.1.1. Effekte von Kurzzeit- Chemotherapie auf die WNT Signalwegaktivität 
in Kolonkarzinomen. 
Um anschließend diese Tumoren auf WNT Signalwegaktivität zu untersuchen, 
wurden die Tumoren mit Immunhistochemie auf nukleares β-Catenin, welches 
WNT Signalwegaktivität wiederspiegelt (Phelps u. a., 2010), untersucht und 
dessen Ausprägung bewertet. In SW480 und SW1222 Xenotransplantaten, die 
nicht behandelt wurden, zeigten sich Ansammlungen von nuklearem β-Catenin 
in den Tumorzellen, deren Ausprägung eher am Tumorrand am stärksten war. 







Abbildung 5.2: Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die WNT Signalwegaktivität in 
Kolonkarzinomen. Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für β-Catenin, 
von SW480 und SW1222 Xenotransplantaten, die über zehn Tage mit verschiedenen 
Chemotherapien, oder nur dem Lösungsmittel (Kontrolle), wie angegeben behandelt wurden. Die 
Pfeilspitzen markieren einzelne Tumorzellen ohne Akkumulation von nuklearem β-Catenin in mit 
5-FU+Irinotecan (FOLFIRI) oder Irinotecan behandelten Xenotransplantaten. Maßstabbalken 
entsprechen 50 µm. 
Eine genaue Auswertung der Tumoren ergab interessanterweise, dass in SW480 
Xenotransplantaten die Behandlung mit Irinotecan allein oder in Kombination als 
FOLFIRI einen Verlust der Akkumulation von nuklearem β-Catenin in einigen 
Zellen zufolge hatte. Dieser Effekt war nach drei und nach zehn Tagen Therapie 
zu beobachten (Abbildung 5.3 A-B), nach drei Tagen zeigte sich die höchste 
Signifikanz (Abbildung 5.3 A). Bemerkenswerterweise hatte keine der 
unterschiedlichen Therapien diese Effekte in den SW1222 Xenotransplantaten, 







Abbildung 5.3.: Quantifizierte Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die WNT 
Signalwegaktivität in Kolonkarzinomen. Quantifizierung von Tumorzellen in SW480 und 
SW1222 Xenotransplantaten mit starker Expression von nuklearem β-Catenin, welches die WNT 
Signalwegaktivität wiederspiegelt, nach (A) 3 und (B) 10 Tagen Chemotherapie wie angegeben. 










5.1.2. Der Einfluss von Kurzzeit-Chemotherapie auf die MAPK 
Signalwegaktivität in Kolonkarzinomen. 
Als nächstes wurden die Tumoren beider Zelllinien für FRA1 
immunhistochemisch gefärbt und das Vorkommen von positiven, also 
Tumorzellen mit einer FRA1 Expression bewertet.  Es markiert eine Untergruppe 
von Kolonkarzinomzellen in SW1222 und SW480 Xenotransplantaten und zeigt 
die MAPK Signalwegaktivität an. Es zeigte sich, dass wie auch schon von 
Schmidt u. a., (2018) beschrieben wurde, die positiven Tumorzellen Richtung 
Tumorzentrum abnehmen (Abbildung 5.4). Daher wurden für die Bewertung 
repräsentative Areale ausgewählt, welche die Tumorränder sowie das 
Tumorzentrum beinhalteten.  
 
 
Abbildung 5.4: Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die MAPK Signalwegaktivität in 
Kolonkarzinomen. Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für FRA1, von 
SW480 und SW1222 Xenotransplantaten, die über zehn Tage mit verschiedenen 
Chemotherapien, oder nur dem Lösungsmittel (Kontrolle), wie angegeben behandelt wurden. 
Maßstabbalken entsprechen 50 µm. 
Nach zehntägiger Therapie mit Irinotecan und Oxaliplatin, jeweils als 
Monotherapie, sowie nach der Kombinationstherapie FOLFIRI, konnte in den 





(Abbildung 5.5 B). In den SW1222 Tumoren führte Oxaliplatin zu einem Anstieg 
und FOLFIRI zu einem Abfall der FRA1 positiven Zellen. Unter den anderen 
Therapien gab es keine signifikante Veränderung der Tumorzellexpression 
(Abbildung 5.5 B). Jedoch zeigte sich bei der Bewertung von SW480 Tumoren 
nach nur dreitägiger Therapie ein leichter Anstieg der FRA1 positiven 
Tumorzellen unter FOLFIRI Therapie, aber ein Abfall der positiven Population 
unter der Therapie mit FOLFOX im Vergleich zu den Kotrollen (Abbildung 5.5 A). 
Des Weiteren führte eine 5-FU Monotherapie in SW1222 Tumoren über drei 
Tage zu einem signifikanten Anstieg der FRA1 positiven Tumorzellen (Abbildung 








Abbildung 5.5.: Quantifizierte Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die MAPK 
Signalwegaktivität in Kolonkarzinomen. Quantifizierung von Tumorzellen in SW480 und 
SW1222 Xenotransplantaten mit Expression von FRA1, welches die MAPK Signalwegaktivität 
wiederspiegelt, nach (A) 3 und (B) 10 Tagen Chemotherapie wie angegeben. Fehlerbalken 
zeigen Mittelwerte ± SD. P Werte sind t-Test Ergebnisse. n ≥ 3.  
5.1.3.Wirkung von Kurzzeit Chemotherapie auf die NOTCH 
Signalwegaktivität in Kolonkarzinomen. 
Um auch die Effekte von gängigen Chemotherapien auf die Signalwegaktivitäten 
von NOTCH zu klären, wurden die Xenotransplantate mittels Immunhistochemie 
auf die Akkumulation von aktivem NOTCH1 (die intrazelluläre Domäne des 
Notch-Rezeptors; Notch Intracellular Domain, NICD) hin untersucht. Die 





Rate an NICD positiven Tumorzellen, welches wiederum die NOTCH 
Signalwegaktivität reflektiert (Abbildung 5.6). 
 
 
Abbildung 5.6: Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die NOTCH Signalwegaktivität in 
Kolonkarzinomen. Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für die 
intrazelluläre Domäne des NOTCH-Rezeptors (Notch intracellular Domain, NICD), von SW480 
und SW1222 Xenotransplantaten, die über zehn Tage mit verschiedenen Chemotherapien oder 
nur dem Lösungsmittel (Kontrolle), wie angegeben, behandelt wurden. Maßstabbalken 
entsprechen 50 µm. 
Bei der Bewertung fiel interessanterweise auf, dass in den SW480 
Xenotransplantaten nach zehn Tagen alle Chemotherapien zu einem 
signifikanten Abfall der NICD positiven Tumorzellen führten (Abbildung 5.7 B). 
Auch nach dreitägiger Chemotherapie kam es zu ähnlichen Ergebnissen. Außer 
bei Oxaliplatin als Monotherapie, kam es auch hier zu einer signifikanten 
Reduktion der NICD positiven Zellen in den Xenotransplantaten unter den 
verschiedenen Therapien (Abbildung 5.7 A). Dagegen führte bei den SW1222 
Tumoren nur Irinotecan nach drei Tagen und FOLFIRI nach zehn Tagen zu 







Abbildung 5.7: Quantifizierte Effekte von Kurzzeit Chemotherapie auf die NOTCH 
Signalwegaktivität in Kolonkarzinomen. Quantifizierung von Tumorzellen in SW480 und 
SW1222 Xenotransplantaten mit Expression von der intrazellulären Domäne des Notch-
Rezeptors (Notch intracellular Domain, NICD), welches die NOTCH Signalwegaktivität 
wiederspiegelt, nach (A) 3 und (B) 10 Tagen Chemotherapie wie, angegeben. Fehlerbalken 
zeigen Mittelwerte ± SD. P Werte sind t-Test Ergebnisse. n ≥ 3. 
 
Zusammengenommen zeigen diese Beobachtungen und Ergebnisse, dass 
verschiedene Chemotherapie-Protokolle einen variablen Einfluss auf die 
Expression von Tumorzellen mit hoher WNT oder MAPK Signalaktivität haben 
können, während die Expression von Tumorzellen mit hoher NOTCH 
Signalwegaktivität oft reduziert wird. Dennoch bleiben Tumorzellpopulationen mit 





5.2. Kombination zielgerichteter MAPK und NOTCH Therapie mit 5-FU 
Chemotherapie 
Vor kurzem konnte von  gezeigt werden, dass die Kombination von einem MEK- 
Inhibitor, zur Hemmung des MAPK Signalwegs, mit einem γ-Sekretase-Inhibitor 
zur Hemmung des NOTCH Signalwegs, das Tumorwachstum in 
Xenotransplantaten signifikant reduziert (Schmidt u. a., 2018). Um diese 
therapeutischen Effekte mit denen einer Chemotherapie zu vergleichen, wurden 
SW480 und SW1222 Xenotransplantate in einem Langzeitexperiment behandelt. 
Die Behandlung erfolgte mit 5-Fluoruracil für die Chemotherapie oder mit 
Selumetinib (AZD) und Dibenzazepin (DBZ) für die MEK- und NOTCH Inhibition 
und wurde bis zu einer Dauer von 31 Tagen durchgeführt (Abbildung 5.8). 
Darüber hinaus wurde, um etwaige zusätzliche Therapieeffekte beurteilen zu 
können, die Kombination von 5-FU mit den beiden Inhibitoren AZD und DBZ 
getestet. Mäuse die nur mit den jeweiligen Lösungsmitteln von 5-FU, AZD und 
DBZ behandelt wurden, dienten als Kontrolle.  
 
 
Abbildung 5.8: Schema und Zeitplan für die Xenotransplantation und die anschließende 
Therapie. 5-Fluoruracil wurde an fünf Tagen pro Woche, AZD und DBZ zweimal wöchentlich 
verabreicht bis zu einer Maximaldauer von 31 Tagen.  
 
Alle Therapieprotokolle reduzierten das Tumorwachstum in SW480 und SW1222 
Xenotransplantaten signifikant gegenüber der Kontrolle (Abbildung 5.9 A). Auch 





signifikant (Abbildung 5.9 B). Es zeigte sich, dass die Therapien bei den SW480 
Xenotransplantaten mit 5-FU oder mit AZD und DBZ das Tumorwachstum 
ähnlich stark reduzierten. Bei den SW1222 Tumoren war die AZD und DBZ 
Therapie gegenüber der 5-FU Monotherapie bezüglich des Tumorwachstums 
etwas effektiver, allerdings nicht signifikant (Abbildung 5.9 A). 
Überraschenderweise konnten bei der Behandlung der Xenotransplantate mit 
der Kombination von 5-FU, AZD und DBZ keine signifikanten, zusätzlichen 
therapeutischen Effekte beobachtet werden (Abbildung 5.9 A). Allerdings führte 
die Kombinationstherapie in den SW1222 Xenotransplantaten nahezu zu einem 








Abbildung 5.9: Auswirkung von 5-FU Chemotherapie und MAPK und NOTCH Inhibition auf 
Kolonkarzinome. (A) Langzeittherapie Effekte von 5-FU, Selumetinib (AZD) und Dibenzazepin 
(DBZ) und deren Kombination, im Vergleich zur Kontrolle auf SW480 und SW1222 
Xenotransplantate. Die Abbildung zeigt Wachstumskurven, Fehlerbalken zeigen Mittelwerte ± SE 
und n ≥ 3 für jede Behandlungsgruppe.  (B) Langzeittherapie Effekte von 5-FU, AZD und DBZ 
und deren Kombination auf das Überleben. Diagramme zeigen das tumorspezifische Überleben 
als Kaplan-Meier Kurven. P Werte sind Ergebnisse eines Log-Rank Tests.  
 
Um die beobachteten therapeutischen Effekte weiter beurteilen zu können, 
wurde von den Tumoren, welche mit 5-FU, AZD, DBZ, oder deren Kombination 
behandelt wurden, die Tumornekrose untersucht (Abbildung 5.10 A). Dafür 
wurden die relativen Tumornekroseflächen bestimmt (Abbildung 5.10 B). Alle 
Tumoren, auch die Kontrollen, wiesen große Areale mit Tumornekrose auf 
(Abbildung 5.10 A).  Die genaue Bestimmung der Tumornekrose für die 
unterschiedlichen Behandlungsgruppen ergab, dass in SW480 





AZD und DBZ die Tumornekrose signifikant erhöhte und damit die Menge von 
vitalem Tumorgewebe, im Vergleich zur Kontrolle reduzierte (Abbildung 5.10 B). 
In den SW1222 Xenotransplantaten konnte eine Zunahme der Nekrose unter 
allen Therapien mit ähnlich starken Effekten der unterschiedlichen 
Therapiegruppen beobachtet werden (Abbildung 5.10 B). Wichtig ist jedoch, dass 
die Kombination von 5-FU mit AZD und DBZ keine signifikante Steigerung der 
Tumornekrose im Vergleich zu den Einzeltherapien bewirken konnte.  
 
 
Abbildung 5.10: Effekte von 5-FU Chemotherapie und MAPK und NOTCH Inhibition auf 
Tumornekrose in Kolonkarzinomen. (A) Repräsentative, Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbte 
Schnitte von SW480 und SW1222 Xenotransplantaten nach einer entsprechenden 
Langzeittherapie wie angegeben. Maßstabbalken entsprechen 2mm. (B) Quantifizierung der 
Tumornekrose in behandelten SW480 und SW1222 Xenotransplantaten. Fehlerbalken zeigen 





Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen und Ergebnisse, dass die 
therapeutischen Effekte von 5-FU oder MAPK und NOTCH Inhibition, mit AZD 
und DBZ vergleichbar sind. Die Kombination beider Therapien bewirkte, bezogen 





5.3. Auswirkung von 5-FU, MAPK und NOTCH Inhibition auf 
Proliferation und Apoptose  
Um die in Abschnitt 5.2 beschriebenen therapeutischen Effekte auf 
Xenotransplantate besser zu verstehen, wurden Proliferation- und 
Apoptoseraten von den behandelten SW480 und SW1222 Tumoren bestimmt. 
Für die Bestimmung der Proliferation wurden Schnitte der Xenotransplantate 
immunhistochemisch für Ki67, einem Proliferationsmarker, gefärbt (Abbildung 
5.11 A) und für die Quantifizierung der Ki67 positiven Tumorzellen repräsentative 
Ausschnitte bewertet. In SW480 Xenotransplantaten zeigte sich, dass sich die 
Proliferation unter der 5-FU Monotherapie im Vergleich zur Kontrolle leicht 
reduzierte (Abbildung 5.11 A-B). Die Therapie mit AZD und DBZ reduzierte in 
diesen Tumoren die Proliferation stärker als die 5-FU Monotherapie (Abbildung 
5.11 A-B). Jedoch konnte die Kombination beider Therapien nur wenig stärkere 
Effekte als AZD und DBZ alleine zeigen. Dagegen konnten in SW1222 





Kombination von 5-FU mit AZD und DBZ reduzierte die Proliferationsrate um 
mehr als 50% (Abbildung 5.11 A-B). 
 
 
Abbildung 5.11: Proliferation in Kolonkarzinomen nach einer Langzeittherapie. (A) 
Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für Ki67, von SW480 und SW1222 
Xenotransplantaten, die mit einer Langzeittherapie, wie angegeben, behandelt wurden. 
Maßstabbalken entsprechen 50 µm (B) Quantifizierung von Tumorzellen in SW480 und SW1222 
Xenotransplantaten mit Expression von Ki67, nach der angegeben Chemo- und/oder Inhibitor 
Therapie. Fehlerbalken zeigen Mittelwerte ± SD. P Werte sind t-Test Ergebnisse. n ≥ 3. 
Eine Färbung für Cleaved Caspase-3 wurde angefertigt, um die Apoptoserate 
beurteilen zu können (Abbildung 5.12 A). Sowohl in den SW480 als auch in den 
SW1222 Tumoren zeigte sich unter der Therapie mit 5-FU, AZD und DBZ oder 
der Kombination beider ein Anstieg der Apoptoserate im Vergleich zur Kontrolle 





in den SW480 Xenotransplantaten. Allerdings führte die Kombination von 5-FU, 
AZD und DBZ in den SW480 Tumoren nicht zu einem Anstieg der Apoptoserate, 
im Vergleich zur Therapie mit AZD und DBZ alleine. Bei den SW1222 Tumoren 
konnte ein leichter Anstieg beobachtet werden, jedoch nicht signifikant 
(Abbildung 5.12 B).  
 
Abbildung 5.12: Apoptose in Kolonkarzinomen nach einer Langzeittherapie. (A) 
Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für Cleaved Caspase-3, von 
SW480 und SW1222 Xenotransplantaten, die mit einer Langzeittherapie, wie angegeben 
behandelt wurden. Maßstabbalken entsprechen 50 µm. (B) Quantifizierung von Tumorzellen in 
SW480 und SW1222 Xenotransplantaten mit Expression von Cleaved Caspase-3, nach der 
angegeben Chemo- und/oder Inhibitor Therapie. Fehlerbalken zeigen Mittelwerte ± SD. P Werte 






Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die MAPK und NOTCH Inhibition stärkere 
Effekte auf die Proliferation von Tumorzellen in Kolonkarzinomen, als 5-FU hatte, 
während die Apoptoserate von den verschiedenen Therapien ähnlich beeinflusst 
wurde.   
5.4. Effekte von 5-FU, MAPK und NOTCH Inhibition auf die Expression 
von Thymidylat-Synthase  
Eine mögliche Ursache für die Resistenz von Kolonkarzinomen gegen eine 
Therapie mit 5-Fluoruracil ist die erhöhte Expression des Enzyms Thymidylat-
Synthase (Peters u. a., 2002). Um die Bedeutung von diesem möglichen 
Resistenzmechanismus für die bisher beschriebenen Beobachtungen und 
Ergebnisse zu evaluieren, wurden die Tumoren der verschiedenen 
Therapiegruppen und Kontrollen auf die Expression von Thymidylat-Synthase 
untersucht. Dafür wurden immunhistochemische Färbungen der einzelnen 
Xenotransplantate angefertigt und schließlich bewertet (Abbildung 5.12 A-B). Bei 
der Bewertung zeigte sich, dass die Tumorzellen der SW480 und SW1222 
Xenotransplantate eine Thymidylat-Synthase Expression von 59,4%, 
beziehungsweise 63,8% aufwiesen (Abbildung 5.12 A-B). Wie erwartet, kam es 
unter der 5-FU Monotherapie, sowohl in SW480 als auch in SW1222, zu einem 
signifikanten Anstieg der Thymidylat-Synthase positiven Tumorzellen (Abbildung 
5.12 B). Im Gegensatz dazu zeigte sich unter AZD und DBZ Therapie eine 
Reduktion der Expression von positiven Tumorzellen, jedoch in SW480 Tumoren 
nicht signifikant. Dieser Effekt verschwand allerdings bei der Kombination mit 5-
FU ganz oder teilweise (Abbildung 5.12 A-B). Diese Ergebnisse deuten darauf 










Abbildung 5.12: Expression von Thymidylat-Synthase in Xenotransplantaten bei 
Langzeittherapie. (A) Repräsentative Areale von immunhistochemischen Färbungen für 
Thymidylat-Synthase, von SW480 und SW122 Xenotransplantaten, die mit einer 
Langzeittherapie, wie angegeben, behandelt wurden. Maßstabbalken entsprechen 50 µm. (B) 
Quantifizierung von Tumorzellen in SW480 und SW1222 Xenotransplantaten mit Expression von 
Thymidylat-Synthase, nach der angegeben Chemo- und/oder Inhibitor Therapie. Fehlerbalken 
zeigen Mittelwerte ± SD. P Werte sind t-Test Ergebnisse. n ≥ 3.







Kolorektale Karzinome, bei denen eine rein chirurgische Therapie 
ausgeschlossen ist, werden meist mit unterschiedlichen Chemotherapeutika in 
verschiedenen Therapieprotokollen behandelt (Abschnitt 1.5.2.1) (Van Cutsem 
u. a., 2016). Chemotherapeutika wie zum Beispiel 5-Fluoruracil, wirken 
zytotoxisch über den Eingriff in den Zellzyklus und damit in die DNA-Synthese 
und verhindern so die weitere Zellproliferation (Longley u. a., 2003). Es ist also 
vorstellbar, dass solche Chemotherapeutika, die in den aktiven Zellzyklus und in 
die DNA-Synthese eingreifen, Effekte auf die in kolorektalen Karzinomen 
vorkommenden Signalwege wie WNT, MAPK und NOTCH haben. Mithilfe von 
Tumormodellen sollte die Wirkung von Chemotherapie auf die genannten 
Signalwege in dieser Arbeit untersucht werden.  
 
Um spezifischer und zielgerichteter gegen Tumorzellen vorzugehen können, wie 
in Abschnitt 1.5.2.2 dargelegt, mit neueren Formen von zielgerichteter 
Tumortherapie unter anderem Signalwege wie der MAPK Signalweg, mit Hilfe 
von Antikörpern gegen EGFR oder MEK Inhibitoren gehemmt und damit das 
Fortschreiten der Tumorprogression verlangsamt werden (Miyamoto u. a., 2017). 
Auch die Hemmung des NOTCH Signalwegs mit einem γ-Sekretase-Inhibitor und 
zeitgleicher Inhibition von MAPK kann das Tumorwachstum in Modellen stark 
reduzieren(Schmidt u. a., 2018). Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, 
ob sich das durch MAPK und NOTCH Inhibition verringerte Tumorwachstum 
weiter - durch die Kombination solcher zielgerichteten Therapien mit einer 
gängigen Chemotherapie - eindämmen lässt und dadurch eine mögliche 
Alternative für Patienten mit Kolonkarzinom darstellen könnte. 





6.1. Effekte von Chemotherapie auf Signalwegaktivitäten in 
Kolonkarzinomen 
Die Auswirkungen von aktuellen und häufigen Chemotherapien wie 5-Fluoruracil, 
Oxaliplatin oder Irinotecan auf die Signalwege WNT, MAPK und NOTCH in 
Kolonkarzinomen wurden hier untersucht. Es wurden SW1222 und SW480 
Xenotransplantate genutzt, da diese Zelllinien Tumorzellsubpopulationen mit 
hoher WNT, MAPK und NOTCH Signalwegaktivität besitzen und somit adäquat 
primäre Kolonkarzinome wiederspiegeln (Schmidt u. a., 2018). Die 
Signalwegaktivitäten wurden mit der immunhistochemischen Analyse von 
nuklearem β-Catenin für den WNT Signalweg, beziehungsweise FRA1 für den 
MAPK Signalweg bewertet (Abbildungen 5.2-5.5). In den Ergebnissen zeigte 
sich, dass sowohl die Monotherapien mit dem jeweiligen Therapeutikum, als 
auch die Kombinationstherapien FOLFOX und FOLFIRI variable und eher 
mäßige Effekte auf die Expression von Tumorzellen mit WNT und MAPK 
Signalwegaktivität hatten (Abbildungen 5.2-5.5). Tumorzellsubpopulationen mit 
hoher WNT oder MAPK Signalwegaktivität könnten potentielle 
Tumorstammzellen repräsentieren und damit verantwortlich für eine 
Tumorprogression beziehungsweise Rezidivneigung sein (Blaj u. a., 2017; 
Vermeulen u. a., 2010). Die gering beobachteten Effekte auf die 
Signalwegaktivitäten in diesen Tumorzellen implizieren, dass diese 
Tumorzellsubpopulationen, welche also Stammzelleigenschaften haben 
könnten, nicht spezifisch von den typischen Chemotherapie-Protokollen 
beeinflusst oder gar angegriffen werden und daher die Möglichkeit besteht, 
Therapieresistenz und Tumorprogression zu verursachen (Eyler und Rich, 2008).  
 





Konsistentere Effekte zeigten sich bei der Untersuchung der NOTCH 
Signalwegaktivität, welche über die immunhistochemische Färbung der 
intrazellulären Domäne des NOTCH-Rezeptors (Notch intracellular Domain, 
NICD) dargestellt werden konnte (Abbildung 5.6). Die Bewertung der NOTCH 
Signalwegaktivität ergab, dass die Rate an NICD positiven Tumorzellen unter 
verschiedenen Chemotherapien signifikant reduziert wurde (Abbildung 5.7). 
(Schmidt u. a., 2018) konnten zeigen, dass Tumorzellen mit hoher NOTCH 
Signalwegaktivität stärker proliferieren, als solche mit hoher MAPK 
Signalwegaktivität. Das könnte eine Erklärung dafür sein, warum 
Tumorzellpopulationen mit hoher NOTCH Signalwegaktivität von 
Chemotherapeutika, deren Ziel primär stark proliferierende Zellen sind (Zając 
u. a., 2016), mehr von der Therapie beeinflusst werden als andere und daher die 
Population sinkt.  
 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die zurzeit angewandte Chemotherapie-
Schemata für Patienten, die an kolorektalen Karzinomen leiden, inkonstante 
Einflüsse auf die Signalwegaktivitäten von WNT und MAPK positiven 
Tumorzellsubpopulationen haben können. Wichtig ist jedoch, dass diese 
Tumorzellsubpopulationen und auch jene mit hoher NOTCH Signalwegaktivität 
unter allen Therapieschemen in unterschiedlichem Ausmaß erhalten geblieben 
sind (Abbildung 5.2-5.7). Weitere wissenschaftliche Arbeit und Forschung wird 
notwendig sein, um herauszufinden welche Bedeutung das Verbleiben solcher 
Tumorzellpopulationen hat für die Therapie von Patienten, die an 
therapieresistenten Kolonkarzinomen leiden. Insbesondere die Bedeutung von 





verbliebenen Tumorzellpopulationen die  Stammzelleigenschaften tragen 
könnten (Blaj u. a., 2017; Vermeulen u. a., 2010). 
6.2. Kombination zielgerichteter MAPK und NOTCH Therapie mit 5-FU 
Chemotherapie 
Wie zu Beginn schon angesprochen, gelang es (Schmidt u. a., 2018) zu 
demonstrieren, dass eine gemeinsame Hemmung des MAPK Signalwegs und 
des NOTCH Signalwegs mit dem MEK Inhibitor Selumetinib (AZD), 
beziehungsweise mit dem γ-Sekretase-Inhibitor Dibenzazepin (DBZ) erheblich 
zur Reduktion des Tumorwachstums von kolorektalen Xenotransplantaten führt. 
Die in 5.1.2. und 5.1.3. dargestellten Ergebnisse, welche zeigten, dass 
Tumorzellpopulationen mit hoher MAPK und NOTCH Signalwegaktivität in, mit 
verschieden Chemotherapie-Protokollen behandelten Tumoren, generell 
persistierten (Abbildung 5.4-5.7) führten zu dem logischen Schluss 
Chemotherapie mit einer solchen Inhibitor Therapie zu kombinieren. Das 
Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-FU) ist Bestandteil vieler gängiger 
Chemotherapie-Schemata und wird häufig in Kombination - wie zum Beispiel in 
den Protokollen FOLFOX mit Oxaliplatin oder FOLFIRI mit Irinotecan - 
angewendet (Van Cutsem u. a., 2016). Darüber hinaus hatte 5-FU eher geringe 
Effekte auf die Tumorzellpopulationen mit MAPK und NOTCH Signalwegaktivität 
(Abbildung 5.4-5.7) und dadurch waren besonders hier mögliche zusätzliche 
Therapieeffekte zu erwarten. Deshalb wurde 5-FU für die Kombinationstherapie 
mit AZD und DBZ ausgewählt. Jedoch wurde wider Erwarten festgestellt, dass 
die Kombination einer MAPK und NOTCH Signalweghemmung mit 5-FU nur 
minimal verbesserte Therapieeffekte in einem von zwei Tumormodellen, im 





Vergleich zur 5-FU Monotherapie oder AZD und DBZ Inhibitor Therapie zeigte 
(Abbildung 5.9 A).  
Auch beim Tumorzerfall - gemessen an dem Ausmaß von Tumornekrose und 
Apoptose - zeigte sich kein signifikanter Unterschied verglichen mit der 5-FU 
Monotherapie oder der AZD und DBZ Inhibitor Therapie (Abbildungen 5.10 und 
5.12). Es konnten jedoch die von (Schmidt u. a., 2018) gezeigte Daten, zur 
signifikanten Reduktion der Proliferation unter AZD und DBZ Therapie 
reproduziert und dadurch untermauert werden (Abbildung 5.11). Es wäre 
möglich, dass durch die verringerte Proliferation der Tumorzellen zusätzliche 
positive Effekte von 5-FU, in Kombination mit den Inhibitoren AZD und DBZ 
ausbleiben, da 5-FU in seinen Wirkmechanismen als zytotoxisches 
Chemotherapeutikum - und damit Schädigung von DNA und Verhinderung von 
Proliferation - (Longley u. a., 2003) eingeschränkt ist. Außerdem wurde eine 
Abnahme des Enzyms Thymidylat-Synthase (TS), einer der Hauptangriffspunkte 
von 5-FU (Longley u. a., 2003), unter AZD und DBZ Inhibitor Therapie 
beobachtet (Abbildung 5.12). Weil also unter einer MAPK und NOTCH 
Signalweginhibition die Expression von Thymidylat-Synthase deutlich zurück 
ging und daher von einer Wirkung der Therapie via Proliferations- und damit 
Proteinsynthesehemmung auszugehen ist, spricht einiges dafür, dass die 
Inhibitor Therapie die Wirkung von 5-FU verminderte und nicht umgekehrt. Es 
bleibt also zu klären, ob Änderungen von Chemotherapeutika und 
Therapieschemata zu besseren synergistischen Therapieeffekten führen 
können.  
 





Thymidylat-Synthase ist nicht nur einer der Hauptangriffspunkte von 5-FU 
(Longley u. a., 2003), sondern eine hohe Expression von TS in Tumorzellen spielt 
auch eine entscheidende Rolle bei 5-FU resistenten Tumoren (Peters u. a., 2002) 
und ist möglicherweise mit einer schlechteren Prognose für Patienten mit 
kolorektalen Karzinom assoziiert (Popat u. a., 2004). Deswegen könnte, 
besonders weil die Inhibition von MAPK und NOTCH Signalwegen zu einer 
ähnlich starken Reduzierung des Tumorwachstums wie eine 5-FU Monotherapie 
geführt hat, eine solche Inhibitor Therapie für Patienten mit 5-FU resistenten 
Kolonkarzinomen in Zukunft möglicherweise in Betracht kommen um so die 
Prognose verbessern.  
 
Weitgehend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Kombination von 
Chemotherapie mit zielgerichteten Therapien, bei denen auf molekularer Ebene 
Signalwege, die in kolorektalen Karzinomen vorkommen, sehr spezifisch 
gehemmt werden, nicht generell zusätzliche Vorteile mit sich bringt. Es ist 
möglich, dass dies teilweise durch bereits stark reduzierte Proliferation, aufgrund 
von Signalweghemmung und damit mit einem Wirkungsverlust von 
Chemotherapeutika einhergeht. Wie teilweise aus Abschnitt 1.2 hervorgeht, sind 
Kolonkarzinome morphologisch und genetisch sehr heterogene bösartige 
Erkrankungen (Bosman u. a., 2010; Guinney u. a., 2015). Auch in den hier 
verwendeten SW1222 und SW480 Xenotransplantat-Modellen zeigten sich, trotz 
vergleichbarem genetischem Hintergrund mit Mikrosatellitenstabilität und 
Mutationen in TP53, APC and KRAS Genen, variable Effekte der Therapie auf 
die Tumorzellsubpopulationen. Es muss daher die Relevanz dieser 
Beobachtungen und Ergebnisse erst für weitere verschiedene Tumorsubtypen 





abgeklärt werden. Dann könnten eventuell zukünftige klinische Studien, die 
Therapieregime für kolorektale Karzinome untersuchen, von diesem Wissen 
profitieren und sie könnten letztlich Einfluss auf die Behandlung von Patienten 
mit Kolonkarzinom nehmen.   
6.3 Ausblick 
 
Aktuell werden Patienten, vor allem mit weit fortgeschrittenen und/oder 
metastasierten Formen von kolorektalen Karzinomen, meist adjuvant oder 
palliativ mit Chemotherapie behandelt, eventuell auch neoadjuvant, um eine 
chirurgische Therapie zugänglich zu machen (Van Cutsem u. a., 2016). 
Mittlerweile gibt es viele neuere Ansätze, Kolonkarzinome zielgerichtet durch das 
Hemmen von Signalwegen zu therapieren (Ciombor u. a., 2015). Die 
Auswirkungen von Chemotherapien auf Signalwegaktivitäten und die Möglichkeit 
einer Kombination von Chemo- und zielgerichteter Therapie wurden in dieser 
Arbeit untersucht und dabei versucht, Mechanismen möglicher Resistenzen zu 
verstehen. Dennoch bleiben einige Fragen bezüglich der 
Kombinationsmöglichkeiten von Therapien und der Tragweite, der in dieser 
Arbeit dargelegten Ergebnisse, für unterschiedliche Tumorsubtypen ungeklärt:   
 
• Sind die potentiellen Arzneimittel AZD und DBZ, mit ihren 
signalweghemmenden Eigenschafen - aufgrund von verminderter 
Proliferation während der Therapie - auch nicht mit anderen verwendeten 
zytotoxischen Therapeutika wie Oxaliplatin oder Irinotecan zu 
kombinieren?   
 





• Bestehen Kombinationsmöglichkeiten von FOLFOX oder FOLFIRI mit 
einer AZD und/oder DBZ Therapie oder würde dies zu einer zu großen 




• Würden, durch die unter AZD und DBZ beobachtete Abnahme von 
Thymidylat-Synthase 5-FU, resistente Tumoren einer 5-FU Therapie 
zugänglich gemacht werden? Oder stellt sogar die alleinige Therapie mit 
AZD und DBZ eine mögliche Alternative dar?  
 
 
• Welchen Einfluss haben die aktuell verwendeten Chemotherapeutika auf 
Tumorstammzellen und andere als die hier untersuchten Tumorsubtypen? 
 
Diese Fragen gilt es in weiteren wissenschaftlichen Arbeiten und 
Untersuchungen zu klären, um eventuell die Therapie und Prognose von 










Patienten mit fortgeschrittenen Kolonkarzinomen werden neben einer 
chirurgischen Therapie meist einer Chemotherapie mit Fluorouracil, Irinotecan, 
Oxaliplatin oder deren Kombinationen FOLFOX und FOLFIRI zugeführt. Zudem 
ist es möglich Signalwege, welche aktiv in Kolonkarzinomen sind, zielgerichtet 
zu hemmen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss gängiger Chemotherapie auf die 
Signalwege WNT, MAPK und NOTCH, in Xenotransplantaten aus 
Kolonkarzinomzellen untersucht. Außerdem wurde untersucht, ob sich mit der 
Kombination einer gängigen Chemotherapie mit Inhibitoren gegen die 
Signalwege MAPK und NOTCH, verbesserte therapeutische Effekte erzielen 
lassen. Die Ergebnisse zeigten, dass Kolonkarzinomzellen mit hoher WNT, 
MAPK und NOTCH Aktivität unterschiedlich auf Chemotherapie reagierten, aber 
grundsätzlich unter der Therapie aktiv blieben. Diese bestehenbleibende Aktivität 
ist ein Hinweis auf die begrenzte Wirksamkeit zytotoxischer Therapie auf diese 
Signalwege. Obwohl dadurch eine zusätzliche zielgerichtete Therapie gegen die 
Signalwege erfolgsversprechend scheint, konnte kein signifikant verbessertes 
Therapieansprechen unter der Kombination von MAPK und NOTCH Inhibitoren 
mit Fluorouracil beobachtet werden. Diese Ergebnisse könnten auf einen 
Rückgang der Tumorzellproliferation unter der Therapie mit MAPK und NOTCH 
Inhibitoren und damit einhergehender verminderter Wirksamkeit der 
systemischen Chemotherapie zurückzuführen sein. Die therapeutischen Vorteile 
der Kombination von Chemotherapie mit zielgerichteter Therapie gegen 
Signalwege müssen daher bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen in Zukunft 
kritisch bewertet werden.







Folgende Abkürzungen wurden verwendet: 
 
AJCC American Joint Committee on Cancer 
ATCC American Type Culture Collection 
ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures 
HE Hämatoxylin-Eosin 
i.p. Intraperitoneal 
NICD Notch intracellular Domain 
p.o. Per os 
UICC Union internationale contre le cancer 
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